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1 谷 氨 酰胺 对 脂 多 糖 诱导 的 断奶 仔猪 氧化 应 激 的 影响 
2 李 KI 黄 Pl 何 流 琴 23 BERS m Wt OBR 


3 ” (1. 湖南 农业 大 学 动物 科技 学 院 ， 长 沙 ，410128; 2. 中 国 科 学 院 亚 热带 农业 生态 研究 所 ， 中 国 


4 ”科学 院 亚 热带 农业 生态 过 程 重点 实验 室 , 湖南 省 畜 禽 健康 养殖 工程 技术 中 心 , 农业 部 中 南 动 


5 物 营养 与 饲料 科学 观测 实验 站 ， 长 沙 ，410125; 3. 中 国 科 学 院 大 学 ， 北 京 100049) 
6 摘 要 : 本 试验 以 大 肠 杆菌 型 脂 多 糖 (LPS) 建 立 氧化 应 激 模型 探讨 了 谷 氨 酰胺 (GLN) 对 
7 ”断奶 仔猪 氧化 应 激 的 影响 。 选 用 24 头 28 日 龄 的 健康 三 元 ( 杜 x 长 x 大 ) 断奶 仔猪 ， 随 机 分 


8 成 3 组 ， 每 组 8 个 重复 ， 每 个 重复 1 头 猪 。 对 照 组 和 应 激 组 饲 喂 基础 饲 粮 ，GLN 组 饲 粮 在 


9 ”基础 饲 粮 中 添加 1% GLN， 试 验 期 为 30 d。 在 试验 第 22、25、28 和 30 天 ， 应 激 组 和 GLN 


10 ”组 仔猪 分 别 按 每 千克 体重 腹腔 注射 100 pg LPS 对 照 组 仔猪 腹腔 注射 相同 剂量 的 灭 菌 生理 盐 


11 ”水 ,第 30 天 进行 前 腔 静 脉 采血 并 屠宰 采取 所 需 肠 道 样品 ， 检 测 氧化 应 激 相关 指标 。 结 果 显 


12 zm: 1) LPS 攻 毒 前 各 组 血清 抗 氧化 能 力 指标 均 无 显著 差异 (P>0.05)。LPS 攻 毒 后 ， 应 激 组 | 


= 13 ” 清 丙 二 醛 (MDA) 含 量 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05); GLN 组 血清 MDA 含量 和 超 氧化 物 歧 化 酶 


~N 14 ”(SOD) 活 性 显著 低 于 应 激 组 和 对 照 组 (P<0.05)。2) LPS KER, 4E+- dR SHR, GLN 组 


15 “过 氧化 氧 酶 〈C47) 和 锌 铜 超 氧 化 物 歧化 酶 (CuZuSOD) 基 因 相 对 表达 量 显著 高 于 应 激 组 


16 (P<0.05)。 在 空肠 黏膜 中 ，GLN 组 CAT、 锰 超 氧 化 物 歧 化 酶 (MnSOD)、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 


17 ”1(GPX1) 和 谷 胶 甘 肽 过 氧化 物 酶 4(GPX4) 基 因 相 对 表达 量 显 著 高 于 对 照 组 和 应 激 组 (P<0.05)， 


18 ”对 照 组 GPX4 基因 相对 表达 量 显 车 高 于 应 激 组 (P<0.05)。 在 回肠 笑 膜 中 ，GLN 组 和 应 激 组 
© 19 CAT 基因 相对 表达 量 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05)，GPX4 基因 相对 表达 量 显著 高 于 对 照 组 


20  (P«0.05; GLN 组 MnSOD 基因 相对 表达 量 显 著 高 于 对 照 组 和 应 激 组 (P<0.05)，CuZnSOD 


5 


21 ” 因 相 对 表达 量 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 结果 表明 ,GLN 在 一 定 程度 上 可 以 缓解 断奶 仔猪 因 


22 LPS 引起 的 氧化 应 激 ， 以 期 为 实际 生产 中 减少 氧化 应 激 提供 一 定 的 理论 基础 。 


23 ”关键 词 : 谷 氨 酰胺 ， 断奶 仔猪 ， 脂 多 糖 ， 氧 化 应 激 ;， 抗 氧化 能 力 
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24 ”中 图 分 类 号 : S816.7; S828 


25 在 仔猪 饲养 过 程 中 , 饲养 管理 水 平 、 环 境 以 及 细菌 和 病毒 感染 等 因素 均 会 刺激 仔猪 产生 


26 ”应 激 , 这 些 应 激 不 仅 会 影响 仔猪 的 正常 生长 发 育 ,而且 会 影响 其 本 身 固 有 的 免疫 功能 以 及 家 
27 ”后 肉质 特性 由 。 发 生 氧 化 应 激 时 ， 动 物 对 能 量 的 需求 量 增 大 ， 机 体会 产生 大 量 自由 基 ， 而 这 
28 ” 些 过 多 的 自由 基 会 导致 核酸 和 和 蛋白 质 的 氧化 , 并 通过 脂 质 过 氧化 反应 损伤 生物 膜 ， 从 而 破坏 
29 ，” 肠 黏膜 的 完整 性 及 功能 ， 进 而 降低 仔猪 的 生长 性 能 和 免疫 功能 24。 谷 氨 酰 腕 CGLND. 作为 
30 ”人体 以 及 其 他 哺乳 动物 血清 中 一 种 非常 重要 的 且 含 量 最 丰富 的 游离 氨基 酸 , 在 生物 体 代谢 中 
31 ”起 着 至 关 重 要 的 作用 ， 上 共有 抗 应 激 、 抗 感染 、 抗 氧化 和 增强 免疫 力 等 功能 四。 研究 指出 ， 在 


32 ”生物 体 中 GLN 可 以 维持 和 提高 组 织 细胞 内 的 谷 胶 甘 肽 (GSH) 含 量 ， 从 而 清除 各 种 自由 基 和 


CS 00033 ”过 氧化 物 对 细胞 的 损害 ， 维 持 机 体内 环境 的 稳 态 四 。 研 究 也 表明 ， 高 温 条 件 下 饲 粮 中 添加 
RIO 0034 OLN 可 显著 提高 黄 羽 肉鸡 血液 中 谷 胱 甘 采 过 氧化 物 酶 (GSH-Px) 活 性 ， 显 著 降 低 血 液 中 丙 二 


e 35 REC(MDA) At, MiTAC AU RE7JU ER GLN 有 水 溶解 率 不 高 、 易 转化 为 氨 和 
= 36. 焦 谷 氨 酸 等 缺点 ， 但 其 具有 独特 的 抗 氧 化 能 力 ， 使 其 在 实际 生产 中 的 应 用 比较 广泛 。 有 关 
N 37 GLN 提高 动物 机 体 抗 氧化 能 力 的 机 理 尚 不 明确 ， 特 别 是 对 断奶 仔猪 氧化 应 激 的 影响 研究 其 
38 ” 少 。 因此 ， 本 研究 通过 腹腔 注射 细菌 脂 多 糖 (LPS) 建 立 仔猪 氧化 应 激 模型 ,探讨 GLN 对 早期 
39 ”断奶 仔猪 氧化 应 激 的 影响 ， 以 期 为 揭示 GLN 提高 动物 机 体 抗 氧化 能 力 的 机 理 提供 一 定 的 理 
40 ” 论 依 据 。 

41 1 材料 与 方法 

42. 11 试验 材料 

43 GLN 购 自 武汉 远 成 共 创 科技 有 限 公 司 ， 有 效 成 分 含量 为 99.5%; 试验 用 细菌 LPS JU EI 


44 ”美国 Sigma Chemical 公司 ， 型 号 为 大 肠 杆菌 血清 型 (055: B5); RNA 抽 提 试剂 Trizol 购 自 


45 ”Invitrogen 公司 。 

46 1.2 试验 动物 与 饲养 管理 

47 选取 28 日 龄 、 初 始 体重 为 〈6.24+0.25) kg 的 健康 三 元 杂交 【〈 杜 x 长 x 大 ) 断奶 仔猪 24 头 
48  ( 公 母 各 占 1/2)， 随 机 分 成 3 组 ， 每 组 8 个 重复 ， 每 个 重复 1 头 猪 。 对 照 组 和 应 激 组 饲 喂 基 础 饲 


49 ” 粮 ，GLN 组 饲 粮 在 基础 饲 粮 中 添加 1% GLN。 试 验 期 为 30 d。 基 础 饲 粮 按 照 NRC(2012) 饲 养 


50 ”标准 配制 ， 试 验 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1 。 试 验 第 22、25、28 和 30 天 时 ， 应 激 组 和 GLN 组 
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仔猪 分 别 按 每 千克 体重 腹腔 注射 100 hg LPS, 对照 组 仔猪 腹腔 注射 相同 剂量 的 灭 菌 生理 盐水 
641。 试 验 在 中 国 科 学 院 亚 热带 农业 生态 研究 所 动物 房 进行 ， 仔 猪 采 用 单 笼 饲养 ， 免 疫 消 毒 


程序 按照 猪 场 常 规程 序 进 行 , 试验 期 间 记录 采 食量 、 体 重 。 每 天 喂食 3 次 , 时 间 分 别 为 07:30、 


12:00 和 18:30， 


持 圈 内 清洁 。 整 个 圈 舍 采取 


自然 通风 ， 在 养殖 期 间 所 有 


自由 采 食 和 饮水 ， 粉 料 饲 喂 ， 以 食 槽 无 剩 料 为 原则 。 每 天 清扫 圈 舍 2 次 ， 保 


圈 售 进行 不 定期 消毒 。 


表 1 试验 饲 粮 组 成 与 营养 水 平 ( 风 干 基础 ) 
Table 1 Composition and nutrient levels of experimental diets (air-dry basis) % 

项 目 Items 基础 饲 粮 Basal diet 谷 氨 酰胺 饲 粮 GLN diet 
原料 Ingredient 
膨化 玉米 Extruded corn 27.00 27.00 
膨化 大 豆 Extruded soybean 15.50 15.50 
玉米 淀粉 Maize starch 25.00 24.00 
谷 氨 酰胺 Glutamine 1.00 
乳 清 粉 Whey powder 10.00 10.00 

清 蛋 白粉 Serum protein powder 4.00 4.00 
乳化 油 粉 Emulsified oil powder 2.50 2.50 
进口 鱼粉 Imported fish meal 5.00 5.00 
L- 赖 氨 酸 L-Lys (98%) 0.70 0.70 
蛋氨酸 Met 0.20 0.20 
L-A L-Thr 0.30 0.30 
EAR Trp 0.05 0.05 
蔗糖 Sucrose 4.00 4.00 
葡萄 糖 Glucose 2.50 2.50 
石粉 Limestone 0.50 0.50 
磷酸 氧 钙 CaHPO4 0.70 0.70 
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70 


预 混 料 Premix” 1.00 1.00 


酸化 剂 Acidifier 0.90 0.90 
抗 氧 化 剂 Antioxidant 0.05 0.05 
D; Sil Fungicide 0.10 0.10 
合计 Total 100.00 100.00 


营养 水 平 Nutrient levels’ 


消化 能 DE/(MI/kg) 14.02 14.05 
粗 蛋 白质 CP 20.00 20.00 
赖 氨 酸 Lys 1.55 1.55 
蛋氨酸 Met 0.65 0.65 
JAHR Thr 0.95 0.95 
EAR Trp 0.25 0.25 
$5 Ca 0.75 0.75 
有 效 磷 AP 0.30 0.30 


P 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 Premix provided the following per kg of diets: MgSO4H2O 
150.0 mg, FeSO4-7H20 100.0 mg, CuSO4:S5H2O 150.0 mg, MnSO4:H;0 40.0 mg, ZnSO4-H20 
100.0 mg, NazSeO3 0.3 mg, KI0.5 mg, CoCl2-6H20 30.0 mg, VA 10 800 IU, VD 34 000 IU, 


VE 40 IU, VK 3.4 mg, VB: 1.6 mg, VB; 12 mg, VBs6mg, VB12 0.05 mg, EWX biotin 0.2 


mg， 叶 酸 folic acid 2 mg， 烟 酸 niacin 50 mg, D-2 #5 D-calcium pantothenate 25 mg. 
2 营养 水 平 为 计算 值 。Nutrient levels were calculated values. 
1.3 样品 的 采集 
试验 仔猪 在 第 1 次 注射 LPS (或 生理 盐水 ) 前 和 最 后 1 次 注射 LPS (或 生理 盐水 ) 后 进 


行 前 腔 静 肪 采血， 用 肝素 抗 凝 真空 管 采 血 10 mL， 常 温 静 置 15 min， 然 后 以 3 000 r/min 离 


心 15 min 分 离 制备 血清 ，-80 保存 待 测 。 最 后 1 次 注射 LPS 〈 或 生理 盐水 ) 12 h 后 空腹 


肠 ) ， 用 剪刀 轻 轻 剖 开 10 cm 左右 的 十 二 指 肠 、 空 


H 


屠宰 仔猪 ， 取 上 肠 道 (十 二 指 肠 、 空 肠 、 
肠 和 回肠 肠 段 ， 用 冰 生 理 盐 水 轻 轻 冲洗 肠 壁 内 容 物 ， 并 用 滤纸 吸 干 肠 段 表面 的 水 分 ,而 后 用 


FEA BOT WU DUIS SER, 使 用 锡 箱 纸 将 样品 进行 包 于 ， 江 即 放 入 液 氮 中 速冻 ， 然 后 转移 至 
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14 测定 指标 与 方法 


1.4.1 清 抗 氧化 指标 


1 清 过 氧化 氧 酶 (CAT)、GSH-Px、 超 氧化 物 歧化 酶 (SOD) 活 性 、 总 抗 氧 化 能 力 (T-AOC) 


和 MDA 含量 均 和 采用 比 色 法 测定 ， 试 剂 盒 均 购 自 南 京 建成 生物 工程 研究 所 。 


142 引物 设计 
根据 GenBank 上 猪 的 相关 基因 序列 ， 以 Primer premier 5.0 软件 设计 CAT. SEE ALY 


歧化 酶 (MnSOD)、 锌 铜 超 氧 化 物 歧化 酶 (CuZuSOD)、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 1(GPX1) 和 谷 胱 甘 


肽 过 氧化 物 酶 4(GPX4) 基 因 序 列 的 引物 , 并 选取 B- 肌 动 蛋 白 (B-actin) 作 为 内 参 基因 。 用 NCBI 
数 据 库 中 的 Primer-Blast 


(http:/wwwncbinlm.nih.govtools/primer-blastindex.cgi?LINK LOC=BlastHome) 工 具 确 认 引 


物 的 特异 性 。 本 试验 所 用 引物 均 由 上 海 生 工 工程 技术 服务 有 限 公司 合成 ， 实 时 荧光 定 


地 


PCR(RT-qPCR) 引 物 序列 见 表 2。 


表 2 引物 序列 


Table 2 Primers sequence 


产物 长 度 
EK 序列 号 引物 序列 
Product 
Genes Accession NO. Primer sequences 
length/(bp) 
AULA F:5'-CGAAGGCGAAGGTGTTTG-3' 
NM_214301.2 374 
CAT R:5'-AGTGTGCGATCCATATCC-3' 
锰 超 氧化 物 歧化 酶 F:5'-GGACAAATCTGAGCCCTAACG-3' 
NM_ 214127 159 
MnSOD R:5'-CCTTGTTGAAACCGAGCC-3' 
谷 胱 甘 肽 过 氧化 酶 1 F:5-TGGGGAGATCCTGAATTG-3' 
NM 214201 184 
GPX1 R:5'-GATAAACTTGGGGTCGGT-3’ 
锌 铜 超 氧 化 物 歧化 酶 F:5'-TGAAGGGAGAGAAGACAGTGTTAG-3' 
NM_001190422.1 181 
CuZnSOD R:5-TCTCCAACGTGCCTCTCTTG-3' 


谷 脱 甘 肘 过 氧化 酶 4 NM_214407.1 F:5-GATTCTGGCCTTCCCTTGC-3' 173 
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GPX4 


B- 肌 动 蛋 


R:5-TCCCCTTGGGCTGGACTTT-3' 


F:5-CTGCGGCATCCACGAAACT-3' 


XM. 003124280.3 147 


p-actin 


1.4.8. 小肠 黏膜 氧化 应 激 相 关 


R:5'-AGGGCCGTGATCTCCTTCTG-3’ 


基因 的 表达 


1.4.3.1 总 RNA 提取 和 反 转 录 反 应 


tt(ND2000, 美国 NnaoDro) 测 


D 


使 用 Trizol. RNAios Plus(TaKaRa,9109) 等 试剂 提取 总 RNA， 使 用 超 微 量 紫外 分 光 光 度 


定 总 RNA 的 纯度 和 浓度 。OD260nm/OD28g0nm 在 1.8~2.2 的 RNA 


E 度 较 好 。 将 纯度 较 好 的 RNA 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 后 ， 以 28S rRNA 和 188 rRNA 的 灰 度 


值 比 为 2:1 为 依据 , 评判 提取 的 RNA 的 质量 。 使 用 TaKaRa 反 转 录 试 剂 合 (TaKaRa, RR047A) 


对 提取 的 RNA 进行 反 转 录 合 成 cDNA。 


i 


1.4.3.2 ”实时 荧光 定量 PCR 


10 uL 的 荧光 定量 PCR 反应 体系 包括 : 5.0 uL SYBR? Premix Ex Taq™ II, 0.2 uL 


Forward Primer (10 mol/L), 0.2 uL Reverse Primer (10 umol/L), 3.6 uL RNase Free dH2O 和 


1.0 uL cDNA. 反应 程序 为 95 


‘CARPE 5s, 60 CEK 30s, FE 40 个 循环 。 溶解 程序 为 95 C, 


15 S; 60 Ci 15 S; 95 Qs 15 So 


L5 统计 分 析 


实时 荧光 定量 数据 采用 2 
件 进行 
为 差异 显 普 。 所 有 数据 均 以 
2 结 R 


[und 


COST AE AAD KRE, AA ERI SPSS 13.0 软 


因素 方差 分 析 (one-way ANOVA), 差异 显著 采用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比 较 , P<0.05 


均值 + 标准 差 ?表示 。 


2.1 GLN 对 断奶 仔猪 血清 抗 人 


氧化 能 力 的 影响 


由 表 3 可 知 , LPS 攻 毒 前 各 组 血清 抗 氧化 能 力 指 标 均 无 显著 差异 (P>0.05)。 由 表 4 可 知 ， 


LPS 攻 毒 后 ， 应 激 组 血清 MDA 含量 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)，GLN 组 血清 MDA 含量 显著 


低 于 应 激 组 和 对 照 组 (P<0.05); 


对 照 组 与 应 激 组 血清 SOD 活性 无 显著 差异 (P>0.05), 但 GLN 


组 血清 SOD 活性 显著 低 于 对 照 组 和 应 激 组 (P<0.05); 各 组 血清 GSH-Px、CAT 活性 和 T-AOC 


均 无 显著 差异 (P>0.05)， 但 GLN 组 血清 GSH-Px 和 CAT 活性 均 低 于 对 照 组 和 应 激 组 ， 血 清 


T-AOC 高 于 对 照 组 和 应 激 组 。 
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表 3 LPS 攻 毒 前 GLN 对 断奶 仔猪 血清 抗 氧化 能 力 的 


影响 


Table 3 Effects of glutamine on serum antioxidant capacity of weaned piglets before LPS 


项 目 对 照 组 
Items Control group 
WZ 
1.92+0.27 

MDA/(umol/mL) 
超 氧 化 物 此 化 酶 

96.24+0.87 
SOD/(U/L) 
A WC H SE A 


565.78+19.51 
GSH-Px/(umol/L) 


过 氧化 氢 栈 

10.59+1.40 
CAT/(U/mL) 
总 抗 氧化 能 力 

2.90+0.62 


T-AOC/ (U/mL) 


challenge 
应 激 组 


Stress group 


2.15+0.14 


97.33+1.95 


560.77+12.61 


8.59+1.31 


4.79+1.85 


GLN 组 


GLN group 


2.05+0.28 


101.17+1.02 


521.69+12.96 


9.88+2.80 


1.25+0.13 


P fH 


P-value 


0.751 


0.059 


0.106 


0.743 


0.085 


同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 下 表 


同 。 


In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), 


while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


#24 LPS KABA 


Table 4 
项 目 对 照 组 
Items Control group 
丙 二 醛 
1.52+0.12° 
MDA/(umol/mL) 
超 氧 化 物 此 化 酶 100.5441.48" 


洗 胺 对 断奶 仔猪 


challenge 
应 激 组 


Stress group 


2.1120.22* 


99.99+1.22? 


GLN 组 


GLN group 


0.46+0.01° 


95.06+1.80° 


! 清 抗 氧 化 能 力 的 影响 


Effects of glutamine on serum antioxidant capacity of weaned piglets after LPS 


P fH 


P-value 


«0.001 


0.048 


120 


121 


122 


123 


124 


125 


126 


127 


SOD/(U/L) 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 栈 


GSH-Px/(umol/L) 


T-AOC/ (U/mL) 


22 GLN 对 断奶 仔猪 小 肠 黏膜 氧化 应 激 相 关 基 


526.934+12.52 


12.21+43.43 


2.37+40.26 


545.45+12.5 520.37+10.18 

11.9522.35 10.32+1.57 

1.37+0.20 2.94+1.02 
因 表 达 的 影响 


0.345 


0.852 


0.159 


HX 5 AYA, LPS 攻 毒 后 ， 在 十 二 指 肠 黏膜 中 ，GLN 组 CAT 和 CuZnSOD 基因 相对 表 


TH Tl 


e TAA 


表 5 GLN Xt WT Wat TERRAN BARERA TIERS 


基因 相对 表达 量 无 显著 差异 (P>0.05), 但 GLN 组 MnSOD, GPX1 和 GPX4 基因 相对 表达 量 


于 应 激 组 (P<0.05), 但 与 对 照 组 无 显著 差异 (P>0.05); 各 组 MnSOD ,GPX1 和 GPX4 


[m 


Titi 


Table 5 Effects of glutamine on the expression of oxidative stress related genes in the 


T 
> 


CAT 


锰 超 氧化 物 歧化 酶 


MnSOD 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 酶 1 


GPX1 


SEE AC BOE 


CuZnSOD 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 酶 4 


GPX4 


duodenal mucosa of weaned piglets 


对 照 组 


Control group 


1.55+0.10* 


1.42+0.21 


0.80x0.14 


1.7520.27* 


1.41+0.17 


应 激 组 


Stress group 


1.00::0.06^ 


1.00+0.08 


1.00+0.10 


1.00+0.08° 


1.00+0.13 


GLN 组 


GLN group 


1.56x0.24* 


1.02+0.06 


1.28+0.16 


1.83+0.13* 


1.33+0.08 


P fH 


P-value 


0.005 


0.080 


0.065 


0.007 


0.098 
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130 


131 


132 
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134 


135 


136 


137 


138 


139 


140 


141 


142 


由 表 6 BJA, LPS 攻 毒 后 ， 在 空肠 黏膜 中 ，GLN 组 CAT. MnSOD 和 GPX1 基因 相对 表 


达 量 最 高 ， 显 著 高 于 对 照 组 和 | 


六 激 组 (P<0.05)， 


日 应 激 组 CAT. MnSOD 和 


GPX1 基因 相对 


表达 量 最 低 ; 各 组 CuZnSOD 基因 相对 表达 量 无 显著 差异 (P>0.05)， 但 GLN 组 CuZnSOD 基 


因 相 对 表达 量 高 于 对 照 组 和 应 激 组 ，GLN 组 GPX4 基因 相对 表达 量 显著 高 于 对 照 组 和 应 激 


组 (P<0.05)， 对 照 组 GPX4 基因 相对 表达 量 显著 高 于 应 激 组 (P<0.05)。 


表 6 GLN 对 断奶 仔猪 空 


i 


肠 黏膜 氧化 应 激 相关 基因 表达 的 影响 


Table 6 Effects of glutamine on the expression of oxidative stress related genes in the 


T 
> 


CAT 


锰 超 氧化 物 上 化 酶 


MnSOD 


BCH a AA 1 


GPX1 


锌 铀 超 氧化 物 歧化 酶 


CuZnSOD 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 酶 4 


GPX4 


由 表 7 可 知 ，LPS 攻 毒 后 ， 在 
低 于 对 照 组 (P<0.05); GLN 组 MnSOD 基因 相对 表达 量 最 高 ， 显 著 高 了 


(P<0.05); 各 组 GPX1 基因 相对 表达 


jejunum mucosa of weaned piglets 


对 照 组 应 激 组 
Control group Stress group 
1.29+0.10° 1.00+0.11° 
1.36+0.12° 1.00+0.13° 
1.22+0.08° 1.00+0.12° 
3.10+0.96 1.00+0.10 
2.68+0.38° 1.0040. 15° 
ELM 


GLN 组 P {Ei 
GLN group P-value 
2.93+0.40* <0.001 
2.50+0.50* 0.016 
3.56+1.01° 0.021 
4.28x0.72 0.064 
4.27+0.63" 0.002 

GLN 组 和 应 激 组 CAT 基因 相对 表达 量 显 


量 无 显著 差异 (P>0.05); GLN 组 CuZnSOD 基因 相对 表 


达 量 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05); GLN 组 和 应 激 组 GPX4 基因 相对 表达 量 


(P«0.05). 


#27 GLN 对 断奶 仔猪 回 


肠 备 膜 氧 化 应 激 相 关 基因 表达 的 影 只 


六 对 照 组 和 应 激 引 


HE 


显著 高 于 对 照 组 


Zn 


Table 7 Effects of glutamine on the expression of oxidative stress related genes in the ileum 


143 mucosa of weaned piglets 


ec DR 对 照 组 应 激 组 GLN 组 P {E 
Genes Control group Stress group GLN group P-value 
WAAR 

1.4220.17* 1.00+0.06° 0.95+0.11> 0.032 

CAT 

锰 超 氧化 物 此 化 酶 
1.01+0.09° 1.00+0.08° 2.09x0.12* «0.001 
MnSOD 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 酶 1 


1.14+0.11 1.0040.14 1.1640.24 0.751 
GPXI 
锌 铜 超 氧化 物 歧化 酶 

0.8040.06° 1.0040.08* 1.3440.234 0.040 
CuZnSOD 
RAHLE 4 

0.5040.07° 1.002:0.08* 1.34+0.18° <0.001 
GPX4 


144 3 i it 


145 3.1 GLN 对 断奶 仔猪 血清 抗 氧 化 指标 的 影响 


146 众多 研究 表明 ，MDA、SOD、GSH-Px、CAT 和 T-AOC 等 均 属于 动物 机 体内 抗 氧化 系 


147 ” 统 的 组 成 成 员 。MDA 是 脂 质 过 氧化 反应 链 式 终止 阶段 产生 的 小 分 子 产 物 ， 其 含量 可 以 间接 


148 ”反映 自由 基 的 产生 情况 和 机 体 组 织 细胞 的 脂 质 过 氧化 程度 。SOD 是 生物 体内 重要 的 抗 氧化 
149 AB, 具有 比较 特殊 的 生理 活性 ， 是 生物 体内 清除 自由 基 的 首要 物质 ， 其 功能 是 催化 超 氧 离子 


150 ”自由 基 的 歧化 反应 ， 并 且 它 可 对 抗 与 阻 断 氧 自由 基 对 细胞 造成 的 损害 ， 及 时 修复 受 损 细胞 ， 
151 ”恢复 自由 基 造 成 的 机 体 细 胞 的 损害 。CAT 的 功能 主要 是 促使 过 氧化 所 H02) 分 解 为 分 子 
152 AK, 清除 体内 的 H20，， 从 而 使 细胞 免 于 遭受 Ho02 的 毒害 ， 是 生物 防御 体系 的 关键 酶 之 
153. —. GSH-Px 是 机 体内 广泛 存在 的 一 种 催化 H20; 分 解 的 重要 酶 ， 能 特异 性 地 催化 GSH 对 


| 


i 


154 H0: 的 还 原 反应 ， 催 化 GSH 和 HzO: 反 应 生成 水 ， 从 而 可 以 减轻 细胞 膜 多 不 饱和 脂肪 酸 的 


155 ”过 氧化 作用 ， 减 少 自由 基 的 产生 ， 起 到 保护 细胞 膜 结构 和 功能 完整 的 作用 0910。 研 究 显示 ， 


156 GLN 作为 合成 机 体 中 抗 氧化 物质 GSH 的 原料 ， 能 够 维持 和 提高 机 体 还 原型 GSH 的 水 平 ， 


157 ”促进 还 原型 GSH 合成 GSH-Px 的 前 体 物 052， 从 而 达到 清除 机 体 自由 基 的 目的 。 研 究 也 表明 


C hinay inv Æ HBS 
ChinaXiv 合 作 期 刊 


158 ”内 毒素 能 降低 SOD. CAT 和 GSH-Px 活性 [3-!15]。 


159 本 研究 显示 ，LPS 攻 毒 前 各 组 血清 抗 氧化 能 力 指 标 均 无 显著 差异 ， 而 LPS 攻 毒 后 ， 应 
160 ” 激 组 血清 MDA 含量 较 对 照 组 显著 升 高 ,而 SOD. CAT 活性 和 T-AOC 较 对 照 组 有 降低 趋势 。 


161 ”这 一 结果 与 上 述 研究 结果 相 一 致 ， 可 能 是 由 于 LPS 应 激 条 件 下 断奶 仔猪 体内 合成 GSH-Px 


162 ”的 效率 降低 ， 故 需要 外 源 性 补充 以 满足 正常 需求 。Denno 等 09 报 道 ， 饲 粮 补充 GLN 可 显著 


163 ”提高 大 鼠 血 清 GSH 含量 , 边 连 全 等 (7 研究 表明 , 外 源 补充 GLN HES Sh A hem o P GSH 


164 QEF CAT 活性 , 但 降低 了 MDA 含量 。 黄 冠 庆 等 中 研究 表明 ， 高 温 [(33+2) CTF, 4 


165 ” 粮 中 分 别 添加 0.5% 和 0.8% GLN 均 可 显著 提高 28 和 35 日 龄 黄 羽 肉鸡 血液 中 GSH-Px 活性 ， 


166 显著 降低 血液 中 MDA 含量， 但 对 血液 中 SOD 活性 无 显著 影响 。 而 本 研究 结果 显示 饲 粮 添 


167 “加 GLN 可 使 血清 MDA 含量 显著 降低 , 与 前 人 研究 结果 相 一 致 ， 说明 GLN 可 在 一 定 程度 上 


168 ”缓解 LPS 引起 的 断奶 仔猪 的 氧化 应 激 。 
169 T-AOC 作为 衡量 机 体 抗 氧化 系统 功能 状况 的 综合 性 指标 ， 其 高 低 可 以 在 总 体 上 反映 机 
Sis 170 — 体 抗 氧化 系统 对 外 来 刺激 的 代 偿 能 力 以 及 机 体 自由 基 人 代谢 的 状态 081。 本 研究 结果 显示 ， 人 饲 


N 171 NIN GLN 可 提高 血清 TAOC， 且 较 应 激 组 提高 了 2.14 倍 ， 这 意味 着 GLN 在 一 定 程 度 上 


172 可 提高 断奶 仔猪 的 机 体 抗 氧化 能 力 。 本 研究 也 显示 ，GLN 组 血清 GSH-Px、SOD 和 CAT 活 


173 ”性 均 低 于 对 照 组 和 应 激 组 。 研究 已 经 表明 , 外 源 性 补充 GLN 能 够 增强 GSH-Px 和 CAT 的 活 


174 ”性 ， 从 而 缓解 体内 由 LPS 诱导 产生 的 氧化 应 激 08。 与 本 研究 结果 相反 ， 可 能 是 由 于 GLN 提 
175 ”高 了 机 体 整体 抗 氧 化 能 力 所 致 ， 也 可 能 是 由 于 饲 喂 GLN 的 断奶 仔猪 本 身 已 经 提高 了 机 体 整 
n 176 ” 体 的 抗 氧化 水 平 ， 从 而 增加 了 断奶 仔猪 对 自由 基 的 清除 能 力 ， 当 大 肠 杆菌 型 LPS 入 侵 断 奶 
177 ”仔猪 时 并 未 造成 强烈 的 氧化 应 激 和 炎症 反应 ， 进 而 这 些 指 标 并 没有 及 时 作出 相应 的 变化 。 


178 ”3.2 GLN 对 小 肠 黏 膜 氧 化 应 激 相关 基因 表达 的 影响 


179 GPX1、GPX4 是 体内 2 种 重要 的 含 硒 蛋 白质 ， 都 属于 GSH-Px 家 族 同 功 酶 ， 具 有 清除 


180 ” 氧 自 由 基 、 抗 脂 质 过 氧化 和 保护 细胞 成 分 免 受 氧化 攻击 的 重要 作用 。GPX1 是 在 哺乳 动物 体 
181 ”内 发 现 的 第 1 个 仿 硒 酶 (WY ， 也 是 多 数 细胞 中 含量 最 丰富 的 硒 蛋 白质， 被 认为 是 哺乳 动物 体 


182 ”内 的 一 种 主要 的 抗 氧化 蛋白 质 P0。GPX4 对 磷脂 氧 过 氧化 物 的 活性 较 高 ， 是 膜 物质 的 重要 抗 


183 AM, ERRER E 发 挥 抗 氧化 作用 ， 是 哺乳 动物 体内 唯一 能 直接 还 原 磷脂 的 抗 氧化 酶 ， 


184 ”能 保护 宿主 细胞 免 受 细胞 内 和 细胞 膜 脂 蛋白 质 的 脂 质 过 氧化 氧 物 (LOOHs) 介 时 的 损伤 R90, 研 
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AUR 


提高 


肠 和 回肠 黏膜 中 ，GLN 组 的 GPXI 和 GPX4 基 


黏膜 


nr 


A 4^ 


Chinay i 5 
C nInaă IV FAH 


明 ， 如 肠 道 GPX4 基因 相对 表达 量 过 高 ， 说 明 该 仔猪 GPX4 活性 较 高 ， 从 而 更 加 有 效 地 


抗 氧 化 能 力 20。 本 研究 结果 显示 ，LPS 攻 毒 后 ， 仔 猪 出 现 应 激 反 应 ， 在 十 二 指 肠 、 忆 


中 GPX1 和 GPX4 基因 相对 表达 量 显著 增加 。 


» 


| 


因 相 对 表达 量 均 高 于 应 激 组 ， 特 别 是 在 空肠 
这 一 结果 表明 饲 粮 添 加 GLN 后 ， 促 进 了 


仔猪 小 肠 黏膜 GPX1 和 GPX4 基因 相对 表达 量 ， 提 高 了 仔猪 的 抗 氧 化 能 


CuZnSOD 与 MnSOD 为 高 度 可 诱导 的 基因 ， 对 氧化 应 激 有 高 度 的 反应 性 ， 并 调控 


CuZnSOD 与 MnSOD 的 合成 和 分 泌 。CuZnSOD 是 SOD 家 族 的 成 员 之 一 ， 是 集体 防御 氧化 
损伤 的 一 种 重要 的 金属 酶 , 能 转移 性 地 清除 超 氧 阴离子 自由 基 , 在 维持 氧 自由 基 平 衡 方面 发 


挥 着 重要 的 作用 局 。MnSOD 对 氧化 应 激 有 着 高 度 的 反应 性 ， 在 线粒体 中 MnSOD 可 以 催化 


转换 超 氧 化 物 分 解 为 H20s 和 和 氧 分 子 ， 从 而 清除 


ASA 


| 胞 器 中 有 害 的 活性 氧 自 由 基 (ROS) 2A, 


究 结 果 显 示 ，LPS 攻 毒 后 ，GLN ZA’) JG SES CuZnSOD 和 MnSOD 基因 相对 表达 量 高 


应 激 组 , 说明 GLN RAHAA CuZnSOD 与 MnSOD 基因 表达 的 功能 ， 从 而 提高 了 上 断 
猪 对 氧化 应 激 的 反应 性 。CAT 是 一 种 酶 类 清除 剂 ， 它 可 促使 Ho0o 分 解 为 分 子 氧 和 水 ， 
体内 的 HzO2， 从 而 使 细胞 免 于 遭受 HO: 的 毒害 ， 是 生物 防御 体系 的 关键 酶 之 一 。 而 


奶 仔 


清 除 


CAT 


显著 


基因 是 CAT 的 调控 基因 ， 调 控 CAT 的 合成 和 分 泌 。 本 研究 中 ，LPS 攻 毒 后 ，GLN 可 


提高 十 二 指 肠 和 空肠 黏膜 中 CA7 基因 相对 表达 量 ， 而 在 回肠 黏膜 中 无 显著 影响 ， 意 味 


着 GLN 可 促进 十 二 指 肠 和 空肠 黏膜 CAT 基因 表达 ， 进 而 提高 CAT 的 活性 ， 但 在 回肠 符 膜 


中 效 


果 不 佳 。 


4 结 id 


氧化 


GSH 


MnSOD 和 CAT 基因 相对 表达 量 〈 除 回肠 CAT 外 ) ， 说 明 饲 粮 添 加 GLN 可 以 在 一 定 程 度 上 
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Effects of Glutamine on Oxidative Stress of Weaned Piglets Challenged by Lipopolysaccharide 
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LI Huan! HUANG Niu! HE Liuqin23 TIAN Junquan23 YAO Kang!" 

(1. College of Animal Science and Technology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, 
China; 2. Scientific Observing and Experimental Station of Animal Nutrition and Feed Science in 
South Central, Ministry of Agriculture, Hunan Provincial Engineering Research Center for 
Healthy Breeding of Livestock and Poultry, Key Laboratory of Agro-Ecological Processes in 
Subtropical Region, Institute of Subtropical Agriculture, Chinese Academy of Sciences, Changsha 
410125, China; 3. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 
Abstract: This study was conducted to evaluate the effects of glutamine (GLN) on oxidative stress 
of weaned piglets based on the oxidative stress model by Escherichia coli lipopolysaccharide 
(LPS). Twenty-four 28-day-old healthy crossbred (DurocxLandracexLargewhite) weaned piglets 
were randomly assigned into three groups with eight replicates per group and one piglet per 
replicate. The piglets in control group and stress group were fed the basal diets, and those in GLN 
group were fed the basal diet supplemented with 1% GLN. The experiment lasted for 30 days. At 
days 22, 25, 28 and 30 of the experiment, the piglets in stress group and GLN group were injected 
intraperitoneally with 100 ug LPS per kg body weight, whereas piglets in control group were 
injected intraperitoneally with the same dosage of sterile saline. At day 30, blood samples were 
collected by precaval vein and the intestinal tract samples were collected after slaughter for 
detection of the oxidative stress related indexes. The results showed as follows: 1) serum 
antioxidant capacity indexes had no significant differences among all groups before LPS challenge 
(P>0.05). After LPS challenge, the content of malondialdehyde (MDA) in serum in stress group 
was significantly higher than that in control group (P<0.05), and the content of MDA and the 
activity of superoxide dismutase (SOD) in serum in GLN group were significantly lower than 
those in stress group and control group (P<0.05). 2) After LPS challenge, the relative gene 
expression levels of catalase (CAT) and Cu-Zn superoxide dismutase (CuZuSOD) in duodenum 


mucosa in GLN group were significantly higher than those in stress group (P<0.05). The relative 
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gene expression levels of CAT, manganese superoxide dismutase (MnSOD), glutathione 
peroxidase 1 (GPX1) and glutathione peroxidase 4 (GPX4) in jejunum mucosa in GLN group were 
significantly higher than those in control group and stress group (P«0.05), and the relative gene 
expression levels of GPX4 in control group was significantly higher than that in stress group 
(P<0.05). The relative gene expression level of CAT in ileum mucosa in GLN group and stress 
group was significantly lower than that in control group (P<0.05), and the relative gene expression 
level of GPX4 was significantly higher than that in control group (P<0.05). The relative gene 
expression level of MnSOD in ileum mucosa in GLN group was significantly higher than that in 
control group and stress group (P<0.05), and the relative gene expression level of CuZnSOD was 
significantly higher than that in control group (P<0.05). The results suggest that GLN can alleviate 
oxidative stress of weaned piglets challenged by LPS to some extent, thereby provide a theoretical 
basis for reducing oxidative stress in actual production. 
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